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【要旨】　目的：ゲフィチニブはEGFRのチロシンキナーゼ阻害剤（Tyrosine　Kinase　Inhibitor；TKI）であ
り、非小細胞肺癌（non－small　cell　lung　cancer；NSCLC）においてその有効性が示された分子標的治療薬で
ある。特定のEGFR遺伝子変異を有する症例に、より高い感受性を示すことが分かっている。現在、変異型
E（7，FRについては20種類以上報告されているが、　Exon　18、19、21に集中しており、その中でも主な変異は
Exon　l　9のdeletionとExon　21のpoint　mutationで、全体の80～90％を占めるといわれている。今回我々は、
従来のdirect　sequence法に代わり、変異検出法としてより簡便な免疫染色を用いてExon　21のpoint　muta－
tionの検出を試みた。
　対象と方法：術後再発症例に対してゲフィチニブを投与した非小細胞肺癌患者42例を対象とした。切除
病理標本に対し、Exon　21のpoint　mutation（L858R）に特異的な抗体を用いて免疫染色を行い、現在広く用
いられているdirect　sequence法による結果との比較を行った。
　結果：direct　sequence法では、42例中Exon　21の突然変異は6例（14．3％）に認め、一方EGFR　L858R抗
体を用いた免疫染色では、7例（16．6％）が陽性となった。direct　sequence法で変異を検出した6例は、いず
れも免疫染色法にて陽性となった。
　結論：免疫染色法は簡便かつ安価であり、今回の実験で従来のdirect　sequence法との高い相関性も得られ
たため、今後有用な変異検出法となり得ると考えられる。
はじめに
　我が国における肺癌死亡率は年々増加し、1998年中
は胃癌死亡数を上回り悪性新生物の中で第1位と
なった。非小細胞癌は肺癌の80～85％を占め、その治
療の中心は手術であるが、たとえ早期であっても術後
の再発例は少なくなく、化学療法の必要性は高い。近
年、化学療法の進歩は目覚ましいが、依然十分な効果
が得られていないのが実情である。こうした臨床的背
景から、症例毎に腫瘍の性格や薬剤感受性を把握し最
適な治療を選択する個別化学療法の実現が急務と
なっている。現在、新たな薬剤として分子標的治療薬
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が注目を集めている。分子標的治療薬は作用点が明確
なため、ターゲットとなる機構の解明により、個別化
学療法を目指すうえでは非常に有用な薬剤と考えら
れる。
　上皮成長因子受容体（Epidennal　Growth　Factor
Receptor；EGFR）はチロシンキナーゼ型受容体で、
ErbB　familyに属する分子量170　kDaの膜貫通血糖タ
ンパクである1－3）。細胞外領域はリガンド結合部位を
もち、上皮成長因子（Epidermal　Growth　Factor；
EGF）や、　TG　F一α、　Amphiregulin、ヘパリン結合EGF
様増殖因子（Heparin－binding　EGF－like　Growth　Fac－
tor；HB－EGF）、　Betacellulin、　Epiregulinなどと結合す
ることで活性化し、細胞膜上を移動してEGFR同士、
あるいは他のErbBファミリー受容体と二量体を形成
する4）。二量体を形成すると、細胞内ドメインのチロシ
ンキナーゼの自己リン酸化により活性化される。そし
てその活性化シグナルは、PI3K（Phosphoinositide－3
Kinase）／Akt．　Grb2／SOS／Ras／Raf／MEK／MAPK
（Mitogen－Activated　Protein　Kinase）、　Jak／STATなど
の経路により伝達され、癌細胞の増殖、血管新生、転
移形成等を促進する5）。Grb2／SOS／Ras／Raf／MEK／
MAPK経路は、主に細胞増殖と生存に関与し、　PI3K／
Akt経路は主に細胞成長や抗アポトーシス、浸潤、遊
走などに関与する6）。
　EGFRの発現は上皮系、問葉柳、神経系起源の多様
な細胞でみられ、正常組織においては、細胞の分化、発
達、増殖、維持の調節に重要な役割を演じている7）。こ
のEGFRに遺伝子増幅や遺伝子変異、構造変化が起
きると、発癌、および癌の増殖、浸潤、転移などに関
与するようになる8）9）。EGFRはさまざまな悪性腫瘍で
過剰発現がみられ、細小細胞肺癌では40～80％で過剰
発現がみられる10）。EGFR過剰発現は癌の予後不良因
子であり、これまでに、低分化な組織型、進行した臨
床病期、抗癌剤耐性などとの相関が報告されてい
る11－14）。また、リン酸化型EGFRの発現が非小細胞肺
癌の予後と逆相関することが示されており15）、これら
の結果より、EGFRが非小細胞肺癌の治療における格
好の標的分子であると考えられている。
　ゲフィチニブはEGFRのATP競合的チロシンキ
ナーゼ活性阻害剤（Tyrosine　Kinase　Inhibitor；TKI）
であり、EGFRのシグナル伝達をブロックする16）17）。
非小細胞肺癌においてその有効性が示されており、現
在臨床的に用いられている分子標的治療薬である。
　近年、非小細胞肺癌患者のEGFRチロシンキナー
ゼドメインにある、Exon　l　8～23の遺伝子解析により、
同部位の遺伝子変異が同定された。これらの遺伝子変
異が、非小細胞肺癌患者のうち腺癌や女性、非喫煙者、
そしてゲフィチニブ著効例等に多く認められたこと
により、ゲフィチニブの有用な感受性予測因子と考え
られている18一21）。
　現在、変異型EGFRについては20種類以上報告さ
れているが、Exon　l8、19、21に集中しており、その中
でも主な変異は、Exon　l9のcodon　746－750を中心と
する部位のdeletion（E746－A750del）と、　Exon　21の
codon　858におけるロイシンからアルギニンへの
point　mutation（L858R）で、全体の8（ト・90％を占める
といわれている。
　EGFR遺伝子変異を有する進行肺癌において、ゲ
フィチニブによる初回治療で70％以上の奏功率が報
告されている22）23）。一方で変異を持たない患者では奏
功率が低く、また重喫煙者などでは他の抗癌剤と比
べ、急性肺障害の発生率が高い。これらより、ゲフィ
チニブは効果が期待でき、重篤な合併症のリスクの低
い特定の患者に対して、投与が推奨されると考えられ
る。
　今回我々は、ゲフィチニブが有効な症例群を同定す
るために、従来のdirect　sequence法に代わり、変異検
出法としてより簡便な免疫染色を用いてExon　21の
point　mutationの検出を試みた。
材料と方法
　本研究は、ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する指
針（文部科学省・厚生労働省・経済産業省の三省共同
指針、および関連学会の指針）に基づき、全症例とも
当院の倫理委員会で認められた承諾書を得たうえで、
倫理的配慮を図って行った。
　患者
　東京医科大学病院で1992年から2004年に切除さ
れた非小細胞肺癌42症例の切除標本（腺癌35例、扁
平上皮癌4例、大細胞癌2例、多形癌1例）を使用し
た。これらの切除標本は全て術後再発に対してゲフィ
チニブが使用され治療効果が評価された。患者の年齢
は35から91歳（平均61．8歳）。男性は26人で女性は
16人であった。非喫煙者（喫煙歴のない症例）は18
例（42．9％）で、男性は26人中6人（23．1％）、女【生は16
人中12人（75．0％）が非喫煙者であった。術後の病理
病期はそれぞれ、IA期7人（16．7％）、　IB期10人
（23．8％）、IIA期0人（0％）、　IIB期4人（9．5％）、　IIIA期
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Table　1The　characteristics　of　NSCLC　patients　treated　with　gefitinib
42　non－small－cell　lung　cancer　（NSCLC）　treated　with　gefitinib
PATIENTS’　CHARACTERISTICSN　＝　42　cases 910
Age　at　beginning　of　IRESSA　therapy
（Median；　Range）
Gender：　M／F
Histology：　ADC／SCC／La／Pleomorphic
Pathological　Stage：
IA／IB／IIA／IIB／IIIA／IIIB／IV
Smoke：　Never／Former十Current
61．8
　26／16
　35／4／2／1
7／10／O／4／11／
　　6／4
　　18／24
35－91
　　61．9／38．1
　83．3／9．5／4．8／2．4
16．7／23．8／O／9．5／262／
　　　14．3／9．5
　　42．9／57．1
11人（26．2％）、　IIIB期6人（14．3％）、　IV期4人（9．5％）
であった（Table　l）。
　治療効果判定
　イレッサの治療効果判定はRECIST（Response
Evaluation　Criteria　In　Solid　Tumors）の基準にした
がって、complete　response（CR）、　partial　response
（PR）．　stable　disease　（SD）．　progressive　disease　（PD）．　not
evaluable（NE）に分類した。
　免疫組織化学染色法
　免疫組織化学染色法は特別な言及がない限り室温
内で一連の手順が行われた。パラフィン固定標本ブ
ロックから4－Pt　mに薄切した検体組織をスライドガ
ラスに貼り付け、60℃で30分間乾燥させた。100％キ
シレンで脱パラフィン後エタノールにて脱水し、その
後0．3％過酸化水素水に30分間浸し内因子ペルオキ
シダーゼをブロッキングした。抗原賦活化処理のた
め、クエン酸緩衝液（10mM、　pH　6．0）に浸しオートク
レーブにかけ（120．C　lO分間）、冷却後にPBSにて洗
浄した。50倍希釈した一次抗体（EGFR　L858R　Rabbit
mAb：　Cell　Signaling　Technology，　Danvers，　MA，　USA）
100μ1で検体組織を覆い、4℃で一晩反応させた。
　スライドをPBSで洗浄後、200倍希釈した二次抗体
（Biotinylated　Anti－Rabbit　lgG：　Vector　Laboratories，
Burlingame，　CA，　USA）200μ1で覆い、60分間反応さ
せた。さらにPBSで洗浄し、2％NSS（Normal　Swine
Serum：　Vector　Laboratories，　Burlingame，　CA，　USA）
にて200倍希釈したアビジンービオチン標識酵素複合
体（VECTASTAIN　ABC　kit：Vector　Laboratories，
Burlingame，　CA，　USA）200　pt　1で覆い、30分間反応さ
せた。
　最後に切片をPBSで洗い、0．02％3，3〆一ジアミノベン
ジン、Trizma　Base、　Trizma　Hydrochloride、および
0．006％過酸化水素水の混合液に入れ、15分間反応さ
せ、その後ヘマトキシリンで染色し脱水して封入し
た。
　免疫染色の判定は東京医科大学外科学第一講座が
症例の標本を盲目判定にて評価した。
　EGFR突然変異の分析
　ゲノムDNAは切除標本の腫瘍細胞から採取され
た。我々は以下のプライマーリストにしたがって、
EGFRのチロシンキナーゼ領域のexon　1821のシー
クエンスを行った。4．5μ1の反応促進物と0．125μ1の
TaKaRa　Ex　Taq　HS　（Takara　Bio，　Otsu－shi，　Shiga，
Japan）、100　ngのDNA検体と0．5μ1のそれぞれのプ
ライマー（SRL，　Tachikawa－shi，　Tokyo，　Japan）を使
用し、72℃、30サイクルにて反応させた。PCR反応物
は、the　3100　Genetic　Analyzer（Applied　Biosystems，
Foster　City，　CA，　USA）にて解析した。
　プライマーは以下のものを使用した。
Exon　18　（Fw）　5’一CCTTGTCTCTGTGTTCTTGT－3’
Exon　18　（Re）　5’一CTGCGGCCCAGCCCAGAGGCL
3t
Exon　19　（Fw）　5“CATGTGGCACCATCTCACA－3’
Exon　19　（Re）　5’一CCACACAGCAAAGCAGAAAC－
3t
Exon　21　（Fw）　5’一CAGGGTCTTCTCTGTTTCAG－3’
Exon　21　（Re）　5’一TAAAGCCACCTCCTTACTTT－3i
結 果
　direct　sequence法によるEG，FR遺伝子変異は、非小
細胞肺癌42例中15例に認められた。15例の遺伝子変
異は、Exon　l8のpoint　mutation（G719S）が1例、
Exon　l　9のdeletion（E746－A750del）が8例、　Exon　21
のpoint　mutation（L858R）が6例であった。
　EGFR　L858R抗体を用いた免疫染色にて、42例中
7例（16．6％）が染色された（Fig．1、　Fig．2）。陽性症例
7例の中で、3例が男性、4例が女性であった。また、
2例が喫煙者で5例が非喫煙者であった。組織型は全
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て腺癌で、ゲフィチニブ投与による治療効果は1例
（NE；投与5日目、副作用により投与中止）を除き、6
例はSDであった。　direct　sequence法でExon　21の
point　mutationを検出した6例は、いずれも免疫染色
法にて陽性となった（Table　2）。
考 察
現在、非小細胞肺癌に対してゲフィチニブが臨床的
に用いられており、東洋人・女性・非喫煙者症例とと
もにEGFR遺伝子変異を有する症例では、高い感受性
が期待されている。EGFR遺伝子変異がゲフィチニブ
の効果予測因子となりうることは、ほぼ確定されてお
り、その遺伝子変異はExon　l　8、　Exon　l　9、　Exon21に集
中している。特に頻度が高いものは、Exon　l　9のdele－
tionとExon21のpoint　mutationで全体の8（ト・90％を
占めており、この2種類の遺伝子変異に関しては、こ
（4）
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Table　2The　results　of　immunohistochemistiy　and　direct　sequence
AgeGenderPathologicalPathologicalResponse　to Mutation ImmUl10StaillingStage Type treatmentExonl8Exonl9Exon21 L858R
Smorking
66 Female IB Adeno SD 一
63 Male IIB Adeno SD 一 十
46 Male IV Adeno SD 一 十
53 Male IB Adeno SD 一 『
76 Male IV Adeno SD 十 一 一
59 Male IIB SquamousNE 『 十
67 Female IIIA SquarnousSD 　 一
68 Male IIIB Adeno SD 一 一
67 Female IIIA Ad．eno NE 一 十
73 Female IIIB Adeno SD 一ト 一 『
75 Male IB Large PD 』 十
68 Female IIIA Adeno SD 十 十 『
57 Male IA Adeno SD 一 十
70 Male IB Adeno SD 十 十 十
73 Male IIB SquamousSD 一 』
35 Male IIIB Ad．eno PR 一ト 一 』
65 Male IIIA Adeno PR 十 　 十
68 Female IV Adeno NE 十 『
61 Male IIIB Adeno SD 一 十
66 Male IIIA Adeno SD 十 十 十
62 Female IA Adeno NE 十 　 一
55 Female IIIA Adeno SD 十 十 『
59 Female IIIB Adeno SD 十 十 一
58 Male IB Adeno SD 一 十
58 Fem．ale IIIA Adeno SD 十 一 十
69 Male IV Adeno NE 一 十
47 Male IB Adeno SD 一 十
65 Female IIIA Adeno SD 十 一 十
44 Male IIIA Adeno PD 一 十
69 Male IIIA SquamousPD 　 十
59 Male IIIB Adeno SD 十 一 十
70 Male IB Adeno PD 　 十
45 Fema正e IA PleomorphicPD 一 　
52 Male IA Adeno SD 十 十 一
91 Male IA Large NE 　 十
63 Male IIB Adeno PR 十 一 十
68 Male IA Adeno PD 一 十
45 Female IA Adeno PR 』 一
63 Male IIIA Adeno PR 一 十
64 Female IB Adeno PR 一 一
59 Female IB Adeno SD 一 『
56 Female IB Adeno SD 一 十
Among　the　42　cases，　7　cases　（16．6％）　positive　by　immunostained　with　the　EGFR　L858R　antibody　while　6　cases　（14．3％）　were
found　to　have　the　mutation　of　Exon21　by　the　direct　sequence　method．　All　of　the　6　speciments　in　which　the　mutation　was
detected　by　the　direct　sequence　method　became　were　positive　for　immunostaining．
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れらの遺伝子変異が導入された細胞株を用いたin
vitro試験にて、ゲフィチニブの感受性に関与すること
が示されている19）24）。
　ゲフィチニブは、これらの条件を満たす症例につい
ては高い奏功率が得られているが、その一方で、副作
用としての急性肺障害も注目されている。特に喫煙者
に対しては、従来の化学療法と比較して3～4倍もの
高い発生頻度で生じるとされており、投与する症例を
ある程度選択することが望ましいと考えられる。非選
択的な進行非小細胞肺癌に対するRandomised比較試
験にて、ゲフィチニブの優位な延命効果は示されな
かったことからも25）26）、非喫煙者やEGFR遺伝子変異
陽性患者に選択的に投与することが推奨される。
　これまで、EGFR遺伝子変異の有無を確認する一般
的な方法として、direct　sequence法が用いられてきた
が、今回我々はより簡便かつ安価な方法として、免疫
染色法による検出を試みた。direct　sequence法による
Exon21のpoint　mutation陽性症例は全て免疫染色法
でも検出され、免疫染色陽性例でdirect　sequence法で
は陰性だった症例は1例のみであったことから、免疫
染色法の高い検出率が示された。今回は示していない
が、高い感受性を有するといわれるPCR法と同等の
検出結果であった。
　免疫染色法は、特殊な器具や材料、技術などを必要
とせず、簡便かつ安価に行えるという点で優れてい
る。しかしながら現在、Exon19の遺伝子変異を検出す
る抗体は樹立できていない。このため、免疫染色法に
よるEGFRの遺伝子変異検出は、　Exon21のpoint
mutationに限られている。現在のところ、免疫染色を
用いたEGFR変異遺伝子の検出法は当報告が初めて
であり、今後Exon19の変異に対する抗体を作成する
ことで、進行性非小細胞肺癌症例における簡便で安定
した遺伝子変異検出法として、免疫染色法が確立する
と考えられる。当施設でも、Exon　l　9の遺伝子変異に対
する抗体の作成を試みている。
結 語
　今回の結果から、EGFR遺伝子変異検出法として、
免疫染色法が従来のdirect　sequence法より高い検出率
を持つことが示された。免疫染色法は簡便かつ安価で
あり、今後有用な変異検出法となり得ると考えられ
る。
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The　detection　of　EGFR　mutation　（L858R）　by　immunohistochemistry
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Abstract
　　　Objective．　Gefitinib　is　one　of　the　tyrosine　kinase　inhibitors　and　a　molecular　targeting　agent　which　is　effective　for　non－
small　cell　lung　cancer　patients．　Although　20　or　more　types　of　EGFR　mutations　have　been　reported，　the　deletion　of　Exon19
and　the　point　mutation　of　Exon21　are　said　to　account　for　80－90％　of　all　mutation　cases．　We　tried　to　determine　the　efiicacy
of　the　detection　of　point　mutation　of　Exon21　by　an　immunostaining　technique　which　is　more　convenient　method　than　the
conventional　direct　sequence　method．
　　　　Materials　and　Methods．　We　studied　surgically　resected　tissues　of　non－small　cell　lung　cancer　（NSCLC）　obtained　from
42　cases　with　postoperative　recurrence　and　had　been　administered　Gefitinib．　The　tissues　were　examined　pathologically　by
immunohistochemical　staining　with　the　antibody　for　point　mutation　（L858R）　of　Exon21　and　genetically　by　the　direct　sequence
method，　and　the　results　were　compared．
　　　　Results．　Among　the　42　cases，　7　cases　（16．60／o）　were　positive　for　immunostaining　with　the　EGFR　L858R　antibody　while
6　cases　（14．3a／o）　were　found　to　have　the　mutation　of　Exon21　by　the　direct　sequence　method．　All　of　the　6　samples　where　the
mutation　was　detected　by　the　direct　sequence　method　were　positive　for　the　immunostaining　method．
　　　　Conclusion．　The　immunostaining　method　was　shown　to　have　comparable　sensitivity　to　the　direct　sequence　method　in
detecting　cases　with　Exon21　point　mutation．　The　immunostaining　method　can　be　a　low－cost　alternative　to　the　conventional
method　with　similar　eflicacy　and　greater　simplicity．
〈Key　words＞　Non－small　cell　lung　cancer，　Gefitinib，　immunohistochemistry，　EGFR，　L858R
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